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RESUMO: As associa¢oes micorrizicas melhoram a estruturagdo e estabilidade de agregados
em solos, ampliam a capacidade de absor¢do de nutrientes e a resisténcia das plantas as
condigoes adversas, otimizando a sustentabilidade da produgdo agricola. O objetivo deste
estudo foi avaliar a micorrizag¢do e a atividade microbiana em solo cultivado com as plantas
medicinais Vernonia polyanthes Less. (assa-peixe), Symphytum officinale L. (confrei) e
Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. (picdo). O solo e raizes foram coletados no Horto
Medicinal da UNIPAR, em Umuarama, na profundidade de 0-10 cm, com 3 repetigoes.
Foram analisados: qualidade do solo; densidade de esporos; colonizagdo radicular por
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), respira¢do basal do solo (RBS); carbono da
biomassa microbiana (CBM),; e quociente metabdlico microbiano do solo (qCO,). Os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Duncan (p < 0,05).
No cultivo das trés espécies, verificou-se solo com média acidez e valores ndo significativos
para CBM e qCQO,. O confrei apresentou os melhores resultados para CBM (201,07 mg C kg~
"), densidade de esporos (1,61 g de solo seco) e RBS (1,57 mg C-CO, kg solo™" hora™),
enquanto a colonizacdo radicular foi maior em picdo (57,57 g ' de solo seco). Conclui-se que
a densidade de esporos e a coloniza¢do radicular por FMAs foi superior no cultivo das
plantas confrei e picdo, comparado com o cultivo de assa-peixe. A qualidade do solo foi
menor no cultivo com assa-peixe.

PALAVRAS-CHAVE: esporos, colonizagdo radicular, qualidade do solo, microbiota do solo.

FUNGI MYCORRHIZAL AND MICROBIAL ACTIVITY IN SOIL CULTIVATED
WITH ASSA-PEIXE, COMFREY AND YELLOW COSMOS

ABSTRACT: Mycorrhizal associations improve the structure and aggregate stability in soils,
increase the nutrient absorption capacity and resistance of plants to adverse conditions,
optimizing the sustainability of agricultural production. The aim of this study was to evaluate
the mycorrhizal and microbial activity in soil cultivated with medicinal plants Vernonia
polyanthes Less., Symphytum officinale L. and Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. The soil
and roots were taken from the Medicinal Garden at UNIPAR, in Umuarama, at 0-10 cm
depth, with 3 repetitions. It was analyzed: soil quality; spore density, root colonization by
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), soil basal respiration (SBR); microbial biomass carbon
(MBC), and soil microbial metabolic quotient (qCO;). The results were submitted to analysis
of variance (ANOVA) and Duncan’s test (p < 0.05). In cultivation of these three species, it has
been verified soil with medium acidity and no significant values for MBC and qCQO,. The

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.5,n.2, p.135-146, 2016.



136

comfirey has showed the best results for MBC (201.07 mg C kg "), spore density (1.61 g dry
soil) and SBR (1.57 mg C-CO; kg soil " hour™), while yellow cosmos presented higher root
colonization than the other two plants (57.57 g dry soil). It was concluded that the spore
density and root colonization by AMF was higher in the cultivation of plants S. officinale or
B. sulphurea, compared with the cultivation of V. polyanthes. The soil quality was lower in
cultivation with V. polyanthes.

KEY WORDS: spores, root colonization, soil quality, soil microbial.

INTRODUCAO

A micorriza arbuscular ¢ uma associacdo mutualista entre determinados fungos do
solo e raizes de plantas, ou seja, ¢ a simbiose planta micro-organismo mais comum, na qual
70 a 90% das plantas terrestres sdo hospedeiros desse grupo de fungos (Smith e Read, 2008;
Engel e Parrotta, 2003). Essa associagdo ¢ responsavel pela absorcdo de nutrientes,
principalmente fosfato, aquisicdo de agua, promocdo da resisténcia das plantas a diversos
estresses bidticos e abidticos e, ainda, colabora de forma importante para o ciclo global do
carbono (C) (Smith e Read, 2008).

A contribui¢do das plantas na simbiose ¢ a fonte de carboidratos para os fungos, cerca
de 20% dos produtos da fotossintese das plantas terrestres sejam consumidos pelos fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) (Bago et al., 2000); além disso, trata-se de uma associag¢ao
imprescindivel para o resgate e manutencdo da integridade de um ecossistema florestal
degradado por atividades humanas (Engel e Parrotta, 2003).

A microbiota do solo ¢ resultado de fatores fisicos, quimicos e biologicos, como as
interagdes negativas (competi¢do, parasitismo, predatdério e amensalismo) e positivas
(simbiose, protocooperagdo e comensalismo), proporcionando um equilibrio dindmico. Solos
com elevadas populagdes de micro-organismos podem ser um eficiente mecanismo de
protecdo as plantas contra organismos patogénicos, pois maiores sdo a chances de serem
eliminados pelas relagdes antagonicas. Ja os solos degradados, que possuem baixo teor de
matéria organica (MO), fornecem condi¢des de desenvolvimento e estabelecimento de
patégenos (Nogueira e Silva Filho, 2010). A micorriza¢do ¢ uma associa¢do fundamental na
agricultura organica, resultando na a¢do direta do fungo na absor¢do de nutrientes e indireta
na fixacdo biologica de nitrogénio, mineralizagdo e/ou solubilizagdo de nutrientes na
micorrizosfera; além disso, atua na prote¢do contra fungos patogénicos e na produ¢do do

crescimento vegetal, fornecendo beneficios ao solo e plantas (Nogueira e Silva Filho, 2010).
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A MO, juntamente com o fosforo (P), influencia diretamente a atividade
microbiologica do solo, pois ¢ fonte de C e energia para a biomassa microbiana (Kaschuk et
al., 2010). Essa, por sua vez, ¢ considerada a parte viva e mais ativa da MO, sendo constituida
por fungos, bactérias e actinomicetos, representando cerca de 2 a 5% de C organico e 1 a 5%
do N total do solo (Smith e Paul, 1990); além disso, controla a decomposicao e o acimulo de
MO e as transformagdes envolvendo os nutrientes minerais (Singh et al., 1989).

Varios estudos foram realizados sobre a associagdo micorriza arbuscular ¢ seu efeito
no aumento da producdo vegetal (Smith e Read, 2008); porém, pouco se conhece sobre a
associacdo destes micro-organismos com plantas medicinais. Essas tém sido utilizadas desde
tempos antigos como medicamentos para o tratamento de varias doengas e, apesar do grande
avanco na medicina, as plantas ainda contribuem nos cuidados com a satde (Matos, 1994).
Dentre algumas espécies medicinais, destacam-se as plantas Vernonia polyanthes Less.,
Symphytum officinale L. e Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip.

O uso de plantas medicinais como ferramentas terap€uticas tem acompanhado a
evolucdo da humanidade. Desde o inicio das civilizagdes os povos utilizavam plantas para
tratar numerosas doencas causadas por diferentes agentes patologicos. Atualmente, varios
produtos a base de plantas medicinais foram colocados no mercado, devido principalmente a
forte tendéncia da moda naturalista e o alto custo dos medicamentos industrializados (Maciel
etal., 2002).

O Brasil conta com uma fantastica diversidade bioldgica de plantas com propriedades
terapéuticas de facil acesso a populagdo. A despeito desta acessibilidade e fartura em espécies
vegetais com propriedades terapéuticas, ha decorréncia de uso indevido e indiscriminado que
pode dar origem a intoxicagdes agudas ou cronicas. Portanto, ¢ fundamental pesquisas que
possibilitem definir o perfil quimico, toxicologico e farmacologico dessa riqueza biologica
(Maciel et al., 2002). Neste sentido, cada vez mais pesquisadores de diversas areas sao
atraidos pelas substancias naturais produzidas pelas espécies vegetais por sua importancia
terapéutica ou por sua toxicidade (Simdes et al., 2004).

A planta Vernonia polyanthes Less., da familia Asteraceae, popularmente conhecida
como assa-peixe, ¢ um arbusto grande, perene, ereto, pouco ramificado, rizomatoso, de caules
pubescentes de coloragdo acizentada, nativo da Bahia e Minas Gerais até Santa Catarina,
principalmente na Orla Atlantica. Planta amplamente distribuida, principalmente em areas
abertas como beira de estradas, pastagens e terrenos baldios, onde ¢ util para apicultores e

indesejavel para pecuaristas (Lorenzi e Abreu Matos, 2008).
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Symphytum officinale L. (confrei) é uma Boraginaceae, de clima temperado que foi
introduzido no Brasil e se adaptou facilmente as regides de clima tropical. O plantio deve ser
realizado em solos livres de contaminagdes (metais pesados, residuos quimicos e coliformes),
a agua de irrigacdo deve ser limpa e de boa qualidade, o cultivo deve ser preferencialmente
organico, sem aplicagdo de agrotoxicos, com rotacdo de culturas, diversificacdo de espécies,
adubagdo organica e verde, controle natural de pragas e doencas (Corréa Junior et al., 1994).

A espécie Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip., pertencente a familia Asteraceae, ¢ uma
herbacea anual, ereta, muito ramificada, originaria do México, intensamente disseminada e
naturalizada no territério brasileiro. Popularmente ¢ conhecida como césmo-amarelo, picao-
grande, picdo e aster-do-México, sendo muito valorizada pelo seu potencial ornamental e
considerada uma planta invasora (Lorenzi e Souza, 2001). Esta espécie, muito comum no
Brasil, ¢ popularmente utilizada para o tratamento da ictericia, febre intermitente (malaria),
esplenomegalia e como hepatoprotetor (Botsaris, 2007). A mistura dos extratos de B.
sulphurea com de outras espécies ¢ utilizada em formulacdes dermatoldgicas pela atividade
de inibi¢do proteases (Behr et al., 2006; Cyr, 2002) e em composi¢des para o tratamento de
cancer (Cyr, 2006). Além disso, o extrato apolar das folhas desta espécie apresentou
significante atividade citotdxica (Zeid e Motawe, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade de esporos e a colonizacdo radicular
por FMAs das espécies V. polyanthes, S. officinale e B. sulphurea, assim como a atividade
microbiana do solo, determinada pela respiracdo basal do solo (RBS), carbono da biomassa

microbiana (CBM) e quociente metabdlico microbiano do solo (gCO»).

MATERIAL E METODOS

Local amostral

As amostras de solo e raizes das plantas assa-peixe, confrei e picdo, foram coletadas
no Horto Medicinal da Universidade Paranaense — UNIPAR, Campus II, Unidade de
Umuarama, PR, com latitude 23°45°59” S, longitude 53°19°30” W e altitude de 442 m, em
junho de 2016. No canteiro de cada planta (2 m x 7,5 m) foram coletadas amostras de solo,
com 3 repeticdes, na profundidade de 0-10 cm, cerca de 10 cm distante do caule, resultando
em uma amostra composta de 500 g de solo. Também foram coletadas raizes das trés espécies

cultivadas.

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.5,n.2, p.135-146, 2016.



139

Avaliagdo da colonizagdo radicular e densidade de esporos por FMAs

As raizes foram coletadas em quatro amostras de cada sistema estudado (assa-peixe,
confrei e picdo) e lavadas em agua corrente. Posteriormente, foram cortadas em fragmentos
de 2 cm, com auxilio de estilete e mantidas em solu¢do de KOH (10%) a 90 °C por 30 min. O
excesso de KOH foi removido e o material vegetal foi imerso em HCI (5% v/v) a 90 °C por
30 min. O HCI foi entdo removido e as raizes foram coradas com azul de tripano (0,05%) sob
banho maria (90 °C; 30 min.) (Phillips e Hayman, 1970). A percentagem de segmentos
radiculares colonizados foi medida sob microscopio Optico (100X) em 100 segmentos

dispostos em laminas (Giovannetti e Mosse, 1980). A coloniza¢do radicular total por FMA foi

transformada pela equacao Col.,=(ArcSen\/Wo)/l()O).( 180/7) para normalizagdo dos
dados.

Os esporos foram extraidos do solo de acordo com técnica descrita por Gerdemann e
Nicolson (1963). As amostras de solo (10 g) foram suspensas em 1 L de dgua e agitadas num
copo, mantendo em repouso durante 1 min, para que ocorresse a decantacdo das particulas
maiores. Em seguida, o conteudo foi submetido ao peneiramento umido nas malhas de 0,710
mm ¢ de 0,053 mm de abertura, sendo esse processo repetido por quatro vezes. O material
que permaneceu retido na malha de 0,053 mm foi transferido para tubos de 50 mL Falcon e
centrifugado (3000 rpm, 1512 for¢a G, por 3 min) e o sobrenadante descartado. O precipitado
foi suspendido em 10 mL de sacarose 50% (m/v) e novamente centrifugado (2000 rpm, 658
forca G , por 2 min); os esporos no sobrenadante foram transferidos para peneira 0,053 mm,
lavados para eliminar o excesso de sacarose. Em seguida, foram transferidos para placas de

Petri para a contagem sob microscopio estereoscopio (40X).

Determinagdo do carbono da biomassa microbina, da respira¢do basal do solo

A determinagdo do carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foi feita segundo
o método fumigagdo-extracdo proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al. (1988). Para a
fumigagdo das amostras foram pesados 10 g de amostra de solo e adicionado 1 mL de
cloroféormio isento de etanol em todos os frascos destinados a fumigagdo, os quais foram
fechados e armazenados em local isento de luminosidade por 24 horas, com temperatura em
torno de 25 a 28 °C. Posterior a isso, retirou-se a tampa dos frascos em capela de exaustio,
deixando-se evaporar todo o cloroférmio, como proposto por Brookes et al. (1982) e Witt et

al. (2000).
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Procedu-se a pesagem para amostras nao fumigadas e fumigadas de 10 g das aliquotas
de solo. Tanto as amostras fumigadas quanto as nao fumigadas de cada tratamento foram
repetidas duas vezes, das quais foi utilizada a média. Apos isso, realizou-se a extracdo do C
das amostras fumigadas e ndo fumigadas; adicionou-se nelas 50 mL de solugdo de sulfato de
potassio (K2S04) a 0,5 mol L™'; os tubos foram agitados por 30 min em agitador orbital a 220
rpm; e, apds decantagdo por 30 min, obteve-se o extrato, transferindo o sobrenadante para um
filtro de papel acoplado a funil e tubo de 50 mL.

Foram transferidos 8 mL do extrato para um Erlenmeyer de 250 mL para
determinagdo do CBM. Adicionaram-se 2 mL de solucdo de dicromato de potassio (K,Cr,O7)
a 0,066 mol L', 10 mL de éacido sulfurico (H2S04) 95 2 98% e 5 mL de acido orto-fosforico
(H3PO4) 85%; apos a solugdo esfriar, foram 70 mL de 4gua deionizada. Apos resfriamento da
solucdo, foram adicionados 4 gotas de difenilamina (CsHs),NH) 1% e fez-se a titulagcdo sob
agitacdo magnética com a solucdo de sulfato ferroso amoniacal [(NH,),Fe(SO4),cH,O] 0,033
mol L™'; no fim da titulagio a coloragio passou de purpura para verde. Desta forma foi
estimado o CBM nos extratos usando-se a formula: CBM = (Cf — Cnf)/ Kc, onde Cf e Cnf
representam o C extraido do solo fumigado e ndo fumigado ¢ Kc ¢ uma constante usada em
todas as amostras, segundo Hungria et al. (2009). O Kc utilizado foi de 0,4, conforme
sugerido por Kaschuk et al. (2010).

A respiragdo basal do solo (RBS) foi determinada de 30 g de solo, que foram
acondicionados em um frasco de 30 mL com 10 mL de NaOH 1 mol L' dentro de frascos de
vidro tipo conserva de 500 mL. Os frascos foram fechados hermeticamente e armazenados no
escuro em temperatura ambiente. Apos oito dias de incubagdo, os frascos com NaOH foram
acrescidos de 2 mL de BaCl, a 10% e trés gotas de fenolftaleina (solugdo alcoolica a 3%) para
titulagado com HCI1 0,5N conforme Silva et al., (2007).

O quociente metabolico do solo (¢CO3) € o resultado da razao entre a RBS e a unidade

de CBM do solo (Hungria et al., 2009).

Andlises estatisticas
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas por meio do teste de Duncan (p < 0,05) no programa SPSS v.22.0 para Windows

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar a Tabela 1, pode-se afirmar que o pH do solo utilizado no estudo foi de
4,21, o que de acordo com Veloso et al. (1992) ¢ considerado um solo de baixa acidez e
dentro dos valores preconizados por Sambatti et al. (2003). Conforme Veloso et al. (1992),
sdo muitas as causas que levam a acidez do solo, como a agua que lixivia as bases do
. , + . .
complexo de troca deixando ions H' em seu lugar; com o abaixamento do pH a valores muito
baixos pode ocorrer a decomposi¢do de minerais de argila e ocasionar o aparecimento de Al
, . ~ . . . g ~ , + .
trocavel; a oxidagdo microbiana do N amoniacal conduz a liberagdo de ions H'; a raiz troca
+ y . 17 . s r 7.
H" por cations que a planta absorve mantendo o equilibrio eletrostatico e também a matéria
A . , + . p . o~ e
organica libera ions H no meio, através da dissociacdo dos seus grupos carboxilicos e

fendlicos.

Tabela 1. Caracteristica quimica do solo amostrado do Horto Medicinal. Valores do pH do
solo em CaCl, (pH), fosforo (P), carbono (C), aluminio (Al’"), acidez potencial (H+AI*"),
calcio (Ca®"), magnésio (Mg>"), potassio (K), soma de bases (SB), capacidade de troca
cationica (CTC) e saturacdo por bases (V)*
AP H*++A13

pH P C
(CaCly)

Ca®®  Mg* K SB CTC \

mgdm”®  gdm’ Cmol, dm™ %

Solo 4,21 12,27 7,82 0,00 3,19 2,63 1,50 0,25 3,38 5,57 47,67

Ref' 3.8-6,6 16-24 08-159 - 0,6-50 0,3-7,2 0,3-33 0,1-0,7 - 2,2-12,5 -

*Métodos: P, K extraido por Mehlich-I; Ca, Mg e Al — extraido por KCI 1 mol L™'; C — Dicromato/colorimétrico;
CTC = Capacidade de trocas de cations; SB = Soma de bases; V = Saturacdo por bases. Analises realizadas a
partir de uma amostra composta do solo no laboratério Solo Fértil de Umuarama — PR.

'Fonte: (Sambatti et al., 2003).

Os demais parametros analisados no solo se encontram dentro dos valores de
referéncia. Sendo assim, de acordo com Sambatti et al. (2003) este solo é considerado
adequado em relagdo a quantidade de nutrientes, podendo ter o pH e o V mais elevados.

Analisando o pH do solo na tabela 2, verificou-se que ndo teve mudanga
significantemente entre o cultivo das trés plantas medicinais estudadas, mas, como ja relatado
anteriormente, valores entre 4,02 a 4,29 sdo considerados de baixa acidez (Veloso et al., 1992;
Sambiatti et al., 2003).

Quanto densidade de esporos e a colonizagdo radicular pelos FMA, foi possivel
observar que as plantas confrei e picdo, apresentaram valores significantemente maiores, em
compara¢do com a planta assa-peixe. Isso pode ser explicado, pois no momento da coleta foi

observado que a planta assa-peixe se encontrava no final do florescimento e de acordo com
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Bellei et al. (1992) as raizes sdo fontes importantes de substrato para os FMA, bem como
compostos volateis (CO,) exsudados pela raiz estimulam a germinacdo de esporos. Essa
simbiose ¢ benéfica para ambos, porém, pode ser influenciada por varios fatores como
componentes do solo, ambiente, manejo e idade da planta. Giller et al. (1997) e Zangaro et al.
(2012), afirmam que os parametros microbioldgicos de qualidade do solo sdo sensiveis as
alteracdes quanto a presencga, tipo e diversidade da vegetacdo também relatam que fatores

bioticos e abidticos podem dificultar a sobrevivéncia dos FMA.

Tabela 2. pH do solo em CaCl,, densidade de esporos (numero g ' de solo seco), e
coloniza¢do radicular (%) por fungos micorrizicos arbusculares, carbono da biomassa
microbiana (CBM) (mg C kg ' solo), respiragdo basal do solo (RBS) (mg C-CO, kg solo'
hora™") e quociente metabélico (¢CO,) (mg C-CO, g' CBM h™') do solo cultivado com assa-
peixe, confrei e picdo.

Tratamentos  pH Esporos Colonizagdo CBM RBS qCO,
Assa-peixe 4,20+0,02  0,70+0,09b 42,92+3,33b 147,80+13,48 1,23+0,09ab  8,57+1,40
Confrei 4,29+0,03  1,61+0,14a 54,49+2,18a 201,07£27,90 1,57+0,20a  8,50+2,49
Picdo 4,02£0,12  1,51£0,06a 57,57+£3,12a 143,06+11,59 0,83+0,08b  5,99+0,99
Significancia 0,095 0,001 0,027 0,135 0,024 0,528

Meédias (+ erro padrdo, n = 3). Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de
Duncan (p < 0,05).

Nao houve diferenca significativa quanto o CBM entre as plantas cultivadas. Todavia,
a maior CBM ocorreu no solo com confrei. O CBM ¢ um importante indicador da qualidade
do solo. Segundo Cattelan e Vidor (1990), além de estar relacionado com a quantidade de
matéria orgénica, a disponibilidade de C no solo ¢ tida como fonte contribuidora para o
aumento da respiracao basal do solo (RBS) que, no solo de confrei, mostrou-se signifatativo.
Para De-Polli e Pimentel (2005), a RBS esta relacionada com a produgdo de CO; resultante da
atividade respiratoria de micro-organismos, protozoarios, nematoides, insetos, anelideos e
raizes do solo e ¢ indicador de alteragcdes nas condigdes ambientais que porventura afetem a
atividade microbiana.

Igualmente ao CBM, os valores observados para o quociente metabdlico do solo
(¢CO2) ndo se diferenciaram significantemente nos trés tipos de plantas cultivadas e
analisadas no presente estudo. Entretanto, o solo cultivado com picdo apresentou o menor
valor observado para a média de gCO,. Para Anderson e Domsch (1993), o ¢gCO, depende dos
niveis de RBS e de CBM (¢CO, = RBS/CBM) e expressa a eficiéncia do uso de substrato
pelos micro-organismos do solo. Segundo De-Polli e Guerra (1997), quanto maior o valor do

qCO,, maior ¢ o nivel de estresse e perturbagdo do solo. Baixos indices de gCO, sugerem
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baixa atividade microbiana no solo. Entretanto, essa analise deve levar em considera¢ao
demais aspectos que compdem o cenario em questdo, pois, segundo Bardgett e Saggar (1994),
altos indices de gCO, indicam baixa qualidade do solo, uma vez que representa maior gasto
energético para a manutencdo da atividade metabolica em comparacdo com a energia
demandada na sintese de biomassa.

O reduzido nimero de esporos € a menor colonizagdo radicular pelos FMAs ¢ aspecto
inibidor do crescimento do assa-peixe, pois, segundo Smith e Read (2008), os FMAs
contribuem para o crescimento das plantas, uma vez que ampliam a absorc¢ao de nutrientes do

solo. Além disso, o solo de assa-peixe apresentou valor intermediario para RBS.

CONCLUSAO

No cultivo dos trés tipos de plantas, verificou-se solo uma alta acidez do solo. A
densidade de esporos e a colonizacdo radicular por FMAs foi superior no cultivo das plantas
confrei e picdo, comparado com o cultivo de assa-peixe. A qualidade do solo foi menor no

cultivo com assa-peixe.
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